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Co může přinést studium oligomerizace 

proteinů v procesu onkogeneze?

What Can Study of Oligomerization of Proteins 
in the Process of Oncogenesis Bring Us?
Coufalová D., Vojtěšek B., Hernychová L.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Mnoho buněčných proteinů tvoří oligomery. Rovnováha mezi monomerním a oligomerním 
stavem těchto proteinů hraje důležitou roli v regulaci proteinové aktivity. Ovlivnění oligomeri-
zace se tudíž nabízí jako zajímavý přístup při vývoji nových terapeutických látek. Cílem tohoto 
přehledového článku je shrnout informace o procesu proteinové oligomerizace a možnostech 
její cílené modulace. Role oligomerizace v onkogenezi je prezentována na příkladu nádoro-
vého supresorového proteinu p53, u kterého jsou v současné době zkoumány látky stabilizující 
jeho tetramerní strukturu. Z metod pro studium oligomerizace je zde představena metoda 
vodík/ deuteriové výměny ve spojení s hmotnostní spektrometrií, která je vhodná pro detekci 
protein-proteinových interakcí a analýzu dynamiky oligomerizace.
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Summary
Many cellular proteins form oligomers. The equilibrium between monomeric and oligome-
ric states of these proteins is important for the regulation of protein activity. Modulation of 
the oligomerization equilibrium could be an interesting approach in the development of new 
therapeutic agents. This review summarizes information about protein oligomerization and 
modulation of this process, demonstrating the role of oligomerization in oncogenesis by tumor 
suppressor protein p53, which forms tetrameric structure. Today, many studies focus on fi nd ing 
compounds that stabilize its tetramers. Among the methods for studying oligomerization, we 
present hydrogen/ deuterium exchange method coupled with mass spectrometry which is suit-
able for the detection of protein-protein interaction and analysis of oligomerization dynamics.
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Úvod

Proteiny se schopností oligomerizace re-
prezentují významný podíl všech buněč-
ných proteinů  [1]. Oligomery složené 
z identických proteinových podjednotek 
se nazývají homooligomery a oligomery 
tvořené interakcí mezi různými proteino-
vými podjednotkami jsou označovány 
jako heterooligomery. Oligomery větši-
nou obsahují sudý počet podjednotek 
a tvoří symetrické struktury [2]. Síla inter-
akce mezi podjednotkami a stabilita oli-
gomerů se u různých komplexů liší a  je 
závislá na koncentraci, teplotě a pH.

Procesu oligomerizace se účastní celá 
řada regulačních faktorů, které udr-
žují dynamickou rovnováhu mezi jed-
notlivými oligomerními stavy proteinů 
v  buňce. Navázání regulačních faktorů 
na podjednotky oligomerů může způ-
sobovat změny ve struktuře podjedno-
tek, a tím i dramatické změny ve struk-
tuře a  funkci celého oligomeru. Dříve 
se předpokládalo, že v důsledku struk-
turních změn se mění pouze struktura 

oligomeru, ale ne jeho stechiometrie 
(obr.  1)  [3]. V  roce 2005  byla publiko-
vána nová teorie oligomerizace, která 
ukázala na příkladu porfobilinogen syn-
tázy (porphobilinogen synthase – PBGS; 
EC  4.2.1.24), že struktura proteinových 
podjednotek oligomeru stechiomet-
rii oligomerizace ovlivňuje  [4]. Dimery 
PBGS na základě alosterické modulace 
hořčíkem oligomerizují v inaktivní hexa-
mer nebo v aktivní oktamer [5]. Je prav-
děpodobné, že podobná regulace bude 
nalezena i u dalších proteinů [6].

Proč spolu proteiny tvoří stabilní oli-
gomerní komplexy? Tato schopnost jim 
přináší řadu funkčních výhod  [1]. Jed-
nou z výhod je, že exprese podjednotek 
o  nižší molekulové hmotnosti snižuje 
pravděpodobnost chyby při ribozomální 
syntéze. Tudíž oligomer složený z  ma-
lých proteinových podjednotek bude 
syntetizován bezchybně s vyšší pravdě-
podobností než protein se srovnatelnou 
velikostí. Další výhodou je možnost mo-
dulace aktivity proteinů ovlivněním je-

jich oligomerizace. Je-li protein aktivní 
pouze v  oligomerní formě, lze iniciací 
oligomerizace protein aktivovat a její in-
hibicí naopak inaktivovat bez zásahů do 
proteinové exprese. V neposlední řadě je 
výhodou oligomerů jejich odolnost vůči 
denaturaci a následné degradaci.

Oligomery v onkogenezi

Jedním z  nejstudovanějších proteinů 
tvořících oligomery je nádorový supre-
sorový protein p53. Protein p53 je sek-
venčně specifický transkripční faktor, 
který může během buněčného stresu 
zastavit buněčný cyklus, aktivovat me-
chanizmy pro opravu DNA, vyvolat sene-
scenci, nebo apoptózu buněk [7]. Vzhle-
dem k  antionkogenním vlastnostem 
proteinu p53  jsou předmětem mnoha 
výzkumů faktory, které aktivitu tohoto 
proteinu regulují. Protein p53 se na DNA 
váže prostřednictvím DNA vazebné do-
mény ve formě dimerů. Tyto dimery po 
vazbě k  DNA vzájemně oligomerizují 
a dávají vzniknout aktivnímu tetrameru, 

Obr. 1. Teorie oligomerizace.

A. Klasická teorie: aktuální konformace proteinu ovlivňuje strukturu výsledného oligomeru, ale nemá vliv na jeho stechiometrii. Protein 
v konformaci 1 i v konformaci 2 tvoří tetramer.

B. Nová teorie: aktuální konformace proteinu určuje strukturu i stechiometrii oligomeru. Protein v konformaci 1 tvoří tetramer, avšak 
změní-li se jeho struktura v konformaci 2, tvoří trimer.
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kající mikrotubuly a tím inhibuje dělení 
buněk [23,24].

Metody studia oligomerů

Řada látek ovlivňujících oligomerizaci 
proteinů byla objevena náhodou  [25]. 
Avšak díky rozvoji nových metod množ-
ství publikací zabývajících se hledá-
ním látek zacílených na modulaci oligo-
merizace proteinů v  posledních letech 
stoupá. K  analýze struktury proteinů 
a  jejich oligomerních komplexů jsou 
používány metody rentgenové krysta-
lografie a  nukleární magnetické rezo-
nance [26]. Zatímco při rentgenové krys-
talografi i je hlavní nevýhodou nutnost 
krystalizace proteinů, nukleární mag-
netická rezonance sice proteiny měří 
v roztoku, ale nelze ji použít pro analýzu 
velkých komplexů. Vzhledem k  těmto 
omezením jsou k  určení oligomerního 
stavu používány také metody gelové 
chromatografie a  analytické ultracen-
trifugace, které navíc dokáží určit i  re-
lativní zastoupení jednotlivých oligo-
merů  [27,28]. S  uvedenými technikami 
se lze v literatuře setkat nejčastěji, a ač-
koliv jsou schopny poskytnout detailní 
informace o  struktuře oligomerních 

i u dalších proteinů spojovaných s rako-
vinou, a to např. u proteinů AGR2 [16], 
MDM2 [17] a pyruvát kinázy M2 [18].

Ovlivňování oligomerizace 

a jeho přínos

Modulace oligomerizace je velice za-
jímavý přístup ve vývoji nových tera-
peutických látek. Jejím cílem může být 
inhibice oligomerizace anebo naopak 
stabilizace vznikajících oligomerů. Inhi-
bovat oligomerizaci je možné za použití 
kompetitivních molekul, které se vážou 
přímo na oligomerizační místa proteinů, 
čímž zabraňují jejich vzájemné inter-
akci [19,20]. Ke stabilizaci oligomerních 
molekul jsou využívány ligandy, které 
přemosťují vazbu mezi podjednotkami 
oligomeru a  tím ji upevňují  [14], nebo 
se vážou na jednotlivé monomery a ces-
tou alosterických strukturních změn pro-
teinů zvyšují jejich afi nitu  [21]. Jedním 
z dnes již používaných léků, který ovliv-
ňuje oligomerizaci proteinů, je paclita-
xel. Tento lék je užíván samostatně nebo 
v kombinaci s dalšími léky jako cytosta-
tikum k  léčbě rakoviny vaječníků, prsu, 
plic a  dalších tkání  [22]. Paclitaxel se 
váže na dimery tubulinu, stabilizuje vzni-

který spouští transkripci  [8,9]. Největší 
množství mutací vedoucích k inaktivaci 
proteinu p53 bylo popsáno právě v jeho 
DNA vazebné doméně [10]. Avšak i mu-
tace v  oligomerizační doméně, které 
blokují oligomerizaci, mohou způsobo-
vat snížení nebo až zastavení jeho trans-
aktivační aktivity  [9]. Mutace v  oligo-
merizační doméně nepůsobí pouze na 
aktivitu proteinu p53, ale také mají vliv 
na jeho lokalizaci v buňce. V oligomeri-
zační doméně se nachází signální sek-
vence pro export proteinu z  jádra do 
cytoplazmy. U  tetramerů je tato sek-
vence na rozdíl od dimerů a monomerů 
skrytá  [11]. Monomery a  dimery pro-
teinu p53  jsou transportovány z  jádra 
do cytoplazmy, kde mohou být degra-
dovány ubikvitin-proteazomovou ces-
tou, zatímco aktivní tetramery zůstá-
vají v  jádře. Vzhledem k  významnosti 
proteinu p53  a  důležitosti jeho tetra-
merizace roste počet studií, které se za-
bývají hledáním nízkomolekulárních li-
gandů stabilizujících jeho tetramerní 
formu  [12– 15]. Tyto ligandy by v  bu-
doucnu mohly dát základ novým te-
rapeutickým látkám. Kromě proteinu 
p53  je proces oligomerizace zkoumán 

Obr. 2. H/D výměna – globální a lokální analýza.

H/D výměna je zahájena inkubací proteinu v pufru s D2O, kdy dochází k výměně amidových vodíků za deuteria z pufru. Při lokální analýze 
je po zastavení reakce protein štěpen a výsledné peptidy jsou separovány kapalinovou chromatografi í (high performance liquid chroma-
tography – HPLC) a měřeny hmotnostním spektrometrem (mass spectrometry – MS). Globální analýza vynechává krok štěpení a protein 
měří pomocí HPLC/MS v nativní formě.
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Je-li v  analyzovaném vzorku pro-
tein přítomen v  monomerní i  oligo-
merní formě, je možné oba tyto stavy 
sledovat zároveň v  jednom hmotnost-
ním spektru. U monomerního proteinu 
lze očekávat vyšší rychlost výměny vo-
díků za deuteria než u proteinu v oligo-
merní formě, jelikož je celý jeho povrch 
přístupný okolnímu roztoku. V  oligo-
merním proteinu si podjednotky vzá-
jemně stíní, což způsobuje snížení deu-
terace ve stíněných místech. Díky tomu 
jsou ve výsledném hmotnostním spek-
tru přítomné dva píky, které náleží pro-
teinu v monomerní a oligomerní formě.

Metodu H/ D výměny je tedy možné 
využít k analýze struktury oligomerních 
komplexů, ale je také vhodná ke studiu 
látek ovlivňujících oligomerizaci pro-
teinů, které mohou mít terapeutický 
potenciál.

Závěr

Detailní porozumění protein-proteino-
vým interakcím, mezi které patří i tvorba 
oligomerních struktur, je nezbytné k dů-
kladnému pochopení bio logických dějů 
a může být klíčem k návrhu nových te-
rapeutických látek. Pro studium pro-
tein-proteinových interakcí je unikátní 
metoda H/ D výměna, která lokalizuje va-
zebná místa proteinů a analyzuje jejich 
alosterické strukturní změny. Pomocí 
této metody lze studovat i  interakce 
mezi potenciálními léčivy a  proteiny 
a vliv těchto léčiv na změnu proteinové 
struktury a na změny v interakcích mezi 
studovanými proteiny.
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komplexů, nedokáží měřit molekulární 
dynamiku a drobné konformační změny 
proteinů.

Vodík/ deuteriová výměna

Metoda vodík/ deuteriové (H/ D) výměny 
dokáže nejen detekovat koexistující mo-
nomerní a  oligomerní formy proteinů, 
ale také analyzovat dynamiku oligomeri-
zace a najít vazebná místa proteinů. H/ D 
výměna je s oblibou spojována s hmot-
nostní spektrometrií  [29], ale k detekci 
vyměněných vodíků je možné použít 
i nukleární magnetickou rezonanci [30]. 
Metoda je založena na principu výměny 
amidových vodíků proteinů za deu-
teria z  okolního roztoku  [31]. Vodíky, 
které tvoří vodíkové můstky, případně 
nepřístupné vodíky uvnitř složeného 
proteinu, jsou vůči výměně chráněny. 
Naopak snadno přístupné vodíky na 
povrchu proteinu jsou vyměňovány za 
deuteria s  vysokou rychlostí. Jelikož je 
deuterium těžší než vodík, způsobuje 
jeho zabudování posun v hmotnostních 
spektrech k  vyšším hmotnostem. Díky 
tomu je možné v hmotnostních spekt-
rech od sebe odlišit různé konformace 
proteinu, které se liší v počtu zabudova-
ných deuterií.

Při H/ D výměně existují dva základní 
typy analýz  –  lokální a  globální  [32]. 
U  obou analýz je protein inkubován 
v pufru s D2O a výměnná reakce je za-
stavována snížením pH a snížením tep-
loty (obr.  2). U  lokální analýzy je pro-
tein následně štěpen pepsinem nebo 
jinou proteázou štěpící v  oblasti kyse-
lého pH. Vzniklé peptidy jsou separo-
vány pomocí kapalinové chromatografi e 
on-line spojené s  hmotnostním spekt-
rometrem. Naopak u  globální analýzy 
je štěpení proteinu vynecháno a  pro-
tein je analyzován v hmotnostním spek-
trometru v nativní formě. Globální ana-
lýza je užitečná k celkovému náhledu na 
chování proteinů, k detekci protein-pro-
teinových interakcí a k odhalení přítom-
nosti oligomerních forem proteinů ve 
vzorku. Lokální analýza poskytuje infor-
mace na úrovni peptidů a  je schopna 
lokalizovat místa protein-proteinových 
interakcí a  alosterických strukturních 
změn proteinů. Ke studiu oligomerizace 
proteinů je využívána globální i  lokální 
analýza [33,34]. 
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